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超短波治疗对脊髓损伤炎症因子和丝裂原活化
蛋白激酶通路的影响
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　 　 【摘要】 　 目的　 观察超短波治疗对脊髓损伤(ＳＣＩ)后炎症因子和丝裂原活化蛋白激酶(ＭＡＰＫ)通路的

影响ꎮ 方法　 将 ７９ 只 Ｓｐｒａｇｕｅ￣Ｄａｗｌｅｙ(ＳＤ)大鼠随机分成对照组(ｎ＝ ３５)、干预组(ｎ＝ ３５)和假手术组(ｎ＝ ９)ꎮ
采用 Ａｌｌｅｎ′ｓ 法对干预组和对照组大鼠行 ＳＣＩ 挫压伤造模ꎬ假手术组仅暴露脊髓组织ꎬ不进行打击ꎮ ＳＣＩ 后

２４ ｈ后ꎬ干预组给予无热量超短波治疗ꎬ每日 １ 次ꎬ每周 ５ 次ꎬ每次 ７ ｍｉｎ 直至取材前ꎮ 造模成功 １ ｄ 后和各组

对应的取材时间点(提前 １ ｈ)ꎬ采用 ＳＣＩ 行为学评分(ＢＢＢ)对 ３ 组未取材的大鼠进行运动功能评估ꎮ 造模成

功 １ ｄ、３ ｄ、７ ｄ 后ꎬ采用免疫荧光和免疫印迹技术观察 ３ 组大鼠损伤区域内炎症因子和 ＭＡＰＫ 通路的动态变

化ꎮ 结果　 造模成功 １４ ｄ 后ꎬ干预组大鼠的 ＢＢＢ 评分为(７.３０±１.０４)分ꎬ显著优于对照组造模成功 １４ ｄ 后ꎬ差
异有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 造模成功 ７ ｄ 后ꎬ假手术组大鼠脊髓组织炎症因子 ＮＯＤ 样受体热蛋白结构域相

关蛋白(ＮＬＲＰ３)ꎬ白介素￣６(ＩＬ￣６)ꎬ白介素￣６ 受体(ＩＬ￣６Ｒ)和肿瘤坏死因子￣α(ＴＮＦ￣α)的含量均显著低于对照

组和干预组ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ干预组大鼠脊髓组织炎症因子 ＮＬＲＰ３、ＩＬ￣６、ＩＬ￣６Ｒ 和 ＴＮＦ￣α 的

含量亦显著低于对照组ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 造模成功 ７ ｄ 后ꎬ干预组大鼠损伤区域内锌指蛋白

３６(ＴＴＰ)的阳性细胞数量显著高于对照组ꎬ差异有统计学差异(Ｐ<０.０１)ꎮ 造模成功 ７ ｄ 后ꎬ对照组和干预组

大鼠损伤区域 ＭＡＰＫ 通路核心蛋白丝裂原活化蛋白激酶 ２(ＭＫ２)、磷酸化抗体(ｐ￣ＭＫ２)和 ＴＴＰ 蛋白均显著高

于假手术组ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 造模成功 ７ ｄ 后ꎬ干预组大鼠损伤区域 ＭＡＰＫ 通路核心蛋白

ＭＫ２、ｐ￣ＭＫ２ 和 ＴＴＰ 蛋白与对照组比较ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 结论 　 超短波治疗可通过调节

ＭＡＰＫ 炎症通路来抑制炎症因子的产生ꎬ从而促进 ＳＣＩ 大鼠运动功能的恢复ꎮ
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【Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ】　 Ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｉｎｊｕｒｙꎻ　 Ｕｌｔｒａｓｈｏｒｔｗａｖｅ ｔｈｅｒａｐｙꎻ　 ＭＡＰＫꎻ　 Ｉｎｆｌａｍｍａｔｏｒｙ ｆａｃｔｏｒｓ
Ｆｕｎｄｉｎｇ:Ａ Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｙｏｕｔｈ Ｆｕｎｄ Ｐｒｏｊｅｃｔ (８１１０１４６２)ꎻ ａ Ｌｉａｏｎｉｎｇ Ｎａｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ

Ｐｒｏｊｅｃｔ (２０１６０２８７５)ꎻ ａ Ｌｉａｏｎｉｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｉａｌ Ｐｕｂｌｉｃ Ｗｅｌｆａｒｅ Ｓｃｉｅｎｃｅ Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ Ｐｒｏｊｅｃｔ (２０１６００３００１)ꎻ ａ Ｃｕｌｔｉｖａｔｅ
Ｄｉｓｃｉｐｌｉｎｅ Ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｉｏｎ Ｆｕｎｄｉｎｇ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ ＣＭＵ (１１２￣３１１０１１９０７１)
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　 　 脊髓损伤(ｓｐｉｎａｌ ｃｏｒｄ ｉｎｊｕｒｙꎬ ＳＣＩ)是严重的中枢
神经损伤疾病之一[１]ꎬ目前仍无有效的治疗手段可以

完全恢复损伤平面以下的运动与感觉功能 [２]ꎮ 有研

究发现ꎬＳＣＩ 急性期的病理过程与继发性炎症反应息
息相关ꎬ即 ＳＣＩ 区域内坏死的神经元会激活发挥免疫
监视作用的小胶质细胞与星形胶质细胞[３]ꎬ而这些细

胞可通过多种信号通路分泌白介素￣１β ( Ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎ￣
１βꎬＩＬ￣１β)、肿瘤坏死因子￣α( ｔｕｍｏｒ ｎｅｃｒｏｓｉｓ ｆａｃｔｏｒ￣αꎬ
ＴＮＦ￣α)、白介素￣６( ｉｎｔｅｒｌｅｕｋｉｎꎬ ＩＬ￣６)等炎症因子ꎬ从
而促进炎症反应发生ꎬ并吸引外周炎症细胞通过受损

的血￣脊屏障聚集于损伤区域[４]ꎮ 有研究指出ꎬ炎症微

环境的形成会给 ＳＣＩ 后的神经再生和轴突修复创造不
利的生长环境ꎬ而过度激活的炎症反应也会形成纤维
瘢痕填充受损区域ꎬ影响神经细胞的再生和轴突连

接[５]ꎮ
超短波(ｕｌｔｒａｓｈｏｒｔ ｗａｖｅꎬＵＳＷ)治疗属高频电治疗

的方式之一ꎬ有研究发现ꎬ小剂量、无热量的 ＵＳＷ 在临
床上可以较好地解决神经、肌肉的方面炎症和水肿ꎬ以
及疼痛症状ꎬ该研究认为ꎬＵＳＷ 对于干预 ＳＣＩ 后的炎
症微环境具有潜在的治疗作用[６]ꎮ 本课题组过去的

研究显示ꎬ在 ＳＣＩ 早期ꎬ无热量、小剂量的 ＵＳＷ 治疗可
以调节损伤区域内炎症细胞的数量ꎬ促进 ＳＣＩ 大鼠运

动功能的恢复[７]ꎮ 据文献报道ꎬ丝裂原活化蛋白激酶
(ｍｉｔｏｇｅｎ￣ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅꎬＭＡＰＫ)信号通路会
参与 ＳＣＩ 后炎症微环境的调节ꎬ而抑制 ＭＡＰＫ 信号通
路的过度激活可以更好地促进 ＳＣＩ 后的组织修复和轴
突再生[８]ꎮ 本次研究旨在通过观察 ＵＳＷ 治疗对于

ＳＣＩ 后大鼠 ＭＡＰＫ 通路和炎症因子释放的影响ꎬ以期

为 ＳＣＩ 的临床治疗提供参考ꎮ

材料与方法

一、实验动物

选取无特定病原体、清洁级 Ｓｐｒａｇｕｅ￣Ｄａｗｌｅｙ(ＳＤ)
雌性大鼠 ７９ 只ꎬ体重(２５０±１０) ｇꎬ由辽宁长生公司提
供ꎬ饲养于中国医科大学附属盛京医院本溪研发基地
无特定病原体(ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐａｔｈｏｇｅｎ ｆｒｅｅꎬＳＰＦ)实验动物中

心ꎬ适应性饲养 １ 周后开始实验ꎮ
二、主要试剂和仪器设备
放射免疫沉淀法缓冲液(ｒａｄｉｏ ｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ

ａｓｓａｙꎬＲＩＰＡ)(中国索莱宝公司)ꎻ二喹啉甲酸( ｂｉｃｉｎ￣
ｃｈｏｎｉｎｉｃ ａｃｉｄꎬＢＣＡ)蛋白质浓度测定试剂盒(中国索莱
宝公司)ꎻ１０￣２４５ｋｄ 彩虹 Ｍａｋｅｒ(中国索莱宝公司)ꎻ免
疫荧光封闭用正常山羊血清(中国中山金桥公司)ꎻ丝
裂原活化蛋白激酶 ２(ｍｉｔｏｇｅｎ￣ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ￣
ａｃｔｉｖａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｋｉｎａｓｅ ２ꎬ ＭＫ２) (美国 Ａｂｃａｍ 公司)ꎻ
磷酸化抗体( ｐ￣ＭＫ２) (美国 Ａｂｃａｍ 公司)ꎻ锌指蛋白

３６(Ｔｒｉｓｔｅｔｒａｐｒｏｌｉｎꎬ ＴＴＰ)(美国 Ｓａｎｔａ 公司)ꎻＮＯＤ 样受
体热蛋白结构域相关蛋白(ＮＯＤ￣ｌｉｋｅ ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｔｈｅｒｍａｌ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｄｏｍａｉｎ ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ３ꎬ ＮＬＲＰ３ ) ( 美 国
Ｔｈｅｒｍｏ 公司)ꎻＩＬ￣６(中国山鹰公司)ꎻＩＬ￣６Ｒ 抗体(美国

Ａｂｃａｍ 公司)ꎻＴＮＦ￣α 抗体(中国山鹰公司)ꎻ磷酸甘油
醛脱氢酶 ( ｒｅｄｕｃｅｄ ｇｌｙｃｅｒａｌｄｅｈｙｄｅ￣ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｄｅｈｙｄｒｏ￣
ｇｅｎａｓｅꎬ ＧＡＰＤＨ)(中国山鹰公司)ꎻ免疫印迹山羊抗兔

免疫球蛋白 Ｇ( ｉｍｍｕｎｏｇｌｏｂｕｌｉｎ ＧꎬＩｇＧ) ＩｇＧ 二抗(中国
山鹰公司)ꎻ山羊抗兔异硫氰酸荧光素( ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｉｎ ｉｓｏ￣
ｔｈｉｏｃｙａｎａｔｅꎬＦＩＴＣ)荧光二抗(中国中山金桥公司)ꎻ山
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羊抗小鼠三甲川花菁染料(Ｃｙａｎｉｎｅ ３ꎬＣｙ３)荧光二抗
(中国中山金桥公司)ꎻ４ꎬ６￣联脒￣２￣苯基吲哚荧光染料
(４′ꎬ６￣ｄｉａｍｉｄｉｎｏ￣２￣ｐｈｅｎｙｌｉｎｄｏｌｅ ｄｉｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅꎬＤＡＰＩ)
(中国中山金桥公司)ꎮ

ＣＤ￣１Ａ￣ＣＩＩ 型五官科超短波治疗仪(上海医用设
备厂)ꎻ改良 Ａｌｌｅｎ′ｓ ＳＣＩ 打击装置(自制)ꎻＬＳＭ ８８０ 型
双光子共聚焦显微镜 (德国蔡司公司)ꎻ ＩｍａｇｅＱｕａｎｔ
ＬＡＳ ４０００ 型化学发光成像仪(美国 ＧＥ 公司)ꎻ电转仪
(中国天能公司)ꎻ１.３１１１ 系列单道型微量移液器(美
国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司)ꎮ

三、分组和造模方法
按照随机数字表法将其分为假手术组 ９ 只ꎬ对照

组 ３５ 只和干预组每组 ３５ 只ꎮ ３ 组大鼠造模方法如
下ꎮ

ＳＣＩ 挫压伤模型的建立:对照组和干预组大鼠参
考改良的 Ａｌｌｅｎ′ｓ 法[９] 制作 ＳＣＩ 挫压伤模型ꎮ 以胸 １０
为特异性骨性标致点进行常规备皮、消毒、１％戊巴比
妥溶液腹腔注射麻醉ꎬ使用手术刀片、剪刀小心分离胸
１０ 周围 １.５ ｃｍ 范围内肌肉和附属结缔组织ꎬ以充分暴
露棘突和椎体ꎬ然后使用咬骨钳去除胸 １０ 周围骨性结
构ꎬ避免刺伤血管与脊髓组织ꎮ 采用 Ａｌｌｅｎ′ｓ 法打击
器ꎬ在距离冲击棒 １０ ｍｍ 距离使用 １０ ｇ 砝码进行打
击ꎬ打击后ꎬ对照组和干预组大鼠出现一过性后肢痉
挛、摆尾ꎬ脊髓打击区域硬脊膜下出现血肿则视为造模
成功ꎮ 假手术组大鼠仅去除胸 １０ 节段软组织和骨性
结构ꎬ不进行脊髓打击操作ꎮ 实验过程中遇大鼠死亡
则进行补足ꎮ

四、运动功能评估
造模成功 １ ｄ 后和各组对应的取材时间点(提前

１ ｈ)ꎬ采用 ＳＣＩ 行为学评分(Ｂａｓｓｏ￣Ｂｅａｔｔｉｅ￣Ｂｒｅｓｎａｈａｎꎬ
ＢＢＢ)对 ３ 组未取材的大鼠进行运动功能评估[１０]ꎮ 评
估者仅可见大鼠编号ꎬ但不知道分组的情况ꎮ

五、ＵＳＷ 治疗
干预组大鼠于造模成功 １ ｄ 后开始 ＵＳＷ 治疗ꎬ将

大鼠放置于塑料固定器内ꎬ采用 ＣＤ￣１Ａ￣ＣＩＩ 型五官科
ＵＳＷ 治疗仪进行治疗[２ꎬ７]ꎮ 将 ２ 块直径 ５ ｃｍ 的圆形
电极片(２ 号电极片)采用对置法置于大鼠损伤区域两
侧ꎬ输出功率 １１ Ｗꎬ无热量处方ꎬ每周治疗５ ｄꎬ每日治
疗 ７ ｍｉｎꎬ直至取材ꎮ 假手术组和对照组的放置和治疗
方法均同干预组ꎬ但不打开 ＵＳＷ 治疗仪的电源ꎮ

六、取材方法
使用足量 １％戊巴比妥致大鼠心脏停跳ꎬ于大鼠

呼吸消失后使用大剪刀、止血钳等工具充分暴露胸
腔、固定游离肋骨断端ꎬ充分暴露心耳、心尖并剪开ꎬ
使用 ４ ℃ 预冷的 ２００ ｍｌ 磷酸盐缓冲液 ( ｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ｂｕｆｆｅｒ ｓｏｌｕｔｉｏｎꎬ ＰＢＳ)灌洗至流出液体澄清无血色ꎮ

用于免疫荧光( ｉｍｍｕｎｏｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅꎬＩＦ)检测的组织
使用 ４％多聚甲醛( ｐａｒａｆｏｒｍａｌｄｅｈｙｄｅꎬＰＦＡ)固定ꎬ若
四肢出现伸展震颤、摆尾则说明甲醛固定成功ꎬ用于
免疫印迹(ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔꎬ ＷＢ)检测的组织不进行固定
操作ꎮ

七、免疫荧光染色
造模成功 １ ｄ、３ ｄ、７ ｄ 后ꎬ假手术组取 ３ 只大鼠ꎬ

对照组和干预组各取 ７ 只大鼠采用上述取材方法进行
取材ꎬ然后进行 ＩＦ 检测ꎮ 使用 ４ ℃预冷的 ＰＢＳ 洗掉残
血后ꎬ移至预冷的 ４％ＰＦＡ 中保存ꎬ然后进行脱水和切
片步骤ꎮ 染色前ꎬ采用 ＰＢＳ 在摇床上漂洗片子 ３ 次ꎬ
每次 １０ ｍｉｎꎬ接着采用含 ０.１％ Ｔｒｉｔｏｎ ＰＢＳ 溶液室温下
打孔 １０ ｍｉｎꎮ 用封闭血清在 ３７ ℃温箱内封闭 １ ｈꎬ甩
掉血清后滴入 ｐ￣ＭＫ２ꎬＴＴＰ 一抗稀释液ꎮ 一抗孵育
２１ ｈ后ꎬ在避光的情况下ꎬ依据种属和不同颜色标签滴
入二抗 ３７ ℃温箱孵育 ２ ｈꎬ随后使用 ＤＡＰＩ 染液染核
５~１０ ｍｉｎꎬ在荧光显微镜下观察染色成功后封片ꎬ边
缘使用指甲油封闭ꎮ 使用双光子共聚焦显微镜进行拍
摄ꎬ在相同强度下对各组损伤区域进行拍摄ꎬ以便后续
统计分析ꎮ

八、免疫印迹
造模成功 ７ ｄ 后ꎬ假手术组取 ３ 只ꎬ对照组和干预

组则各取 ７ 只大鼠采用上述方法取材ꎬ用于免疫印迹
(ｗｅｓｔｅｒｎ ｂｌｏｔꎬ ＷＢ)检测ꎮ 于灌流后取损伤区域中心
取 ６ ｍｍ 脊髓组织ꎬ加入磷酸酶抑制剂 １％苯甲基磺酰
氟(ｐｈｅｎｙｌｍｅｔｈｙ￣ｌｓｕｌｆｏｎｙｌ ｆｌｕｏｒｉｄｅꎬＰＭＳＦ)的 ＲＩＰＡ 裂解
液裂解组织ꎬ裂解过程中使用剪刀剪碎脊髓组织使其
与裂解液充分接触ꎮ 冰上裂解 ２０ ｍｉｎ 后ꎬ使用 ４ ℃预
冷的离心机 １.２×１０４ 进行离心 ３０ ｍｉｎꎮ 取适量蛋白原
液进行 ＢＣＡ 蛋白定量ꎬ随后依据蛋白浓度ꎬ配制上样
蛋白为 ５０ ｍｇ / １０ μｌꎮ

将组织存放于深度冰箱中ꎬ检测前先使用金属浴
９５ ℃加热 ３ ｍｉｎꎬ随后使用自行配置的 １０％十二烷基
硫酸钠￣聚丙稀酰胺 ( ｓｏｄｉｕｍ ｄｏｄｅｃｙｌ ｓｕｌｆａｔｅ ｐｏｌｙａｃｒｙ￣
ｌａｍｉｄｅ ｇｅｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓꎬＳＤＳ￣ＰＡＧＥ)进行电泳操作ꎮ
电泳的条件为(先恒压 ８０ Ｖ 压齐ꎬ再恒压 １００ Ｖ 跑至
胶底部)ꎻ电泳结束后ꎬ采用湿转法冰上进行转膜ꎬ其
条件为(恒压 １１０ Ｖꎬ１００ ｍｉｎ)ꎮ 转膜结束后ꎬ使用一
抗封闭液进行封闭ꎻ随后将 ＰＶＤＦ 膜放入稀释好的一
抗当中 ４ ℃过夜ꎮ 一抗使用如下:兔源 ｐ￣ＭＫ２ꎬＭＫ２ꎬ
ＮＬＲＰ３ꎬＩＬ￣６ꎬ ＩＬ￣６ＲꎬＴＮＦ￣αꎬＧＡＰＤＨꎮ 一抗孵育结束
后ꎬ在摇床上使用 Ｔｒｉｓ 缓冲液 ( ｔｒｉｓ ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓａｌｉｎｅ
ｔｗｅｅｎꎬＴＢＳＴ)洗膜 ３ 次每次 １０ ｍｉｎꎬ随后在 ３７ ℃二抗
孵育 ２ ｈꎬ二抗使用山羊抗兔 ＩｇＧ 进行孵育ꎮ 孵育结束
后ꎬ再次在摇床上使用 ＴＢＳＴ 洗膜 ５ 次ꎬ每次 １０ ｍｉｎꎬ
随后采用发光机进行发光ꎮ
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表 １　 ３ 组大鼠不同时间点 ＢＢＢ 评分比较(分ꎬｘ－±ｓ)

组别 只数 造模成功 １ ｄ 后 造模成功 ３ ｄ 后 造模成功 ７ ｄ 后 造模成功 １４ ｄ 后

假手术组 ９ ２１.０１±０.３３ ２１.０１±０.３３ ２１.０１±０.３３ ２１.０１±０.３３
对照组 ３５ ０.４５±０.３３ａ ２.２１±０.４９ａ ３.２２±０.５７ａ ５.８１±０.９３ａ

干预组 ３５ ０.４０±０.２９ａ ２.２４±０.６８ａ ３.７５±０.８７ａ ７.３０±１.０４ａｂ

　 　 注:与假手术组同时间点比较ꎬａＰ<０.０５ꎻ与对照组同时间点比较ꎬｂＰ<０.０５

表 ２　 ３ 组大鼠造模成功 ７ ｄ 后脊髓组织炎症因子蛋白的表达情况(ｘ－±ｓ)

组别 只数 ＩＬ￣６ ＩＬ￣６Ｒ ＴＮＦ￣α ＮＬＲＰ３

假手术组 ３ １.０１±０.００ １.０１±０.００ １.０１±０.００ １.０１±０.００
对照组 ７ ２.４１±０.３４ａ ２.８１±０.１３ａ ３.０２±０.５４ａ ２.６８±０.４０ａ

干预组 ７ １.７６±０.１６ａｂ ２.２１±０.１９ａｂ ２.４４±０.４５ａｂ ２.０１±０.１６ａｂ

　 　 注:与假手术组比较ꎬａＰ<０.０５ꎻ与对照组比较ꎬｂＰ<０.０５

　 　 九、统计学处理
采用 ＧｒａｐｈＰａｄ Ｐｒｉｓｍ ８.０ 版统计学软件对本研究

所得数据进行分析ꎬ符合正太分布的计量资料使用
(ｘ－±ｓ)表示ꎮ 多组间比较采用单因素方差分析ꎬ再用
最小显著性差异法( ｌｅａｓｔ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅꎬＬＳＤ)
(符合方差齐性)或 Ｄｕｎｎｅｔ′ｓ Ｔ３(不符合方差齐性)方
法进行两两比较ꎮ 以 Ｐ<０.０５为差异有统计学意义ꎮ

结　 　 果

一、３ 组大鼠不同时间点运动功能比较
造模成功 １ ｄ、３ ｄ、７ ｄ 后ꎬ对照组大鼠的 ＢＢＢ 评

分与干预组同时间点比较ꎬ差异均无统计学意义(Ｐ>
０.０５)ꎻ造模成功 １４ ｄ 后ꎬ干预组大鼠的 ＢＢＢ 评分显著
优于对照组造模成功 １４ ｄ 后ꎬ差异有统计学意义(Ｐ<
０.０５)ꎮ 造模 １ ｄ、３ ｄ、７ ｄ、１４ ｄ 后ꎬ对照组和干预组大
鼠的 ＢＢＢ 评分均显著低于假手术组同时间点ꎬ差异均
有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ详见表 １ꎮ

二、３ 组大鼠造模成功 ７ ｄ 后脊髓组织 ＩＬ￣６、ＩＬ￣
６Ｒ、ＴＮＦ￣α、ＮＬＲＰ３ 蛋白的表达情况

造模成功 ７ ｄ 后ꎬ假手术组大鼠脊髓组织炎症因
子 ＮＬＲＰ３ꎬＩＬ￣６ꎬＩＬ￣６Ｒ 和 ＴＮＦ￣α 的含量均显著低于对
照组和干预组ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎻ干预
组大鼠脊髓组织炎症因子 ＮＬＲＰ３、ＩＬ￣６、ＩＬ￣６Ｒ 和 ＴＮＦ￣
α 的含量亦显著低于对照组ꎬ差异均有统计学意义
(Ｐ<０.０５)ꎬ详见图 １ 和表 ２ꎮ

三、３ 组大鼠损伤区域 ＭＡＰＫ 通路核心蛋白 ｐ￣
ＭＫ２ 和 ＴＴＰ 阳性细胞在不同时间点的表达情况

假手术组中的 ｐ￣ＭＫ２ 阳性细胞数较少ꎬ造模后其
变化趋势不明显ꎬ且假手术组中的 ＴＴＰ 阳性细胞在脊
髓各区域内均有表达ꎬ在造模后变化趋势不明显ꎮ 造
模成功 １ ｄ、３ ｄ、７ ｄ 后ꎬ干预组大鼠脊髓组织 ｐ￣ＭＫ２
阳性细胞均显著低于对照组ꎬ差异均有统计学差异

(Ｐ<０.０５)ꎮ 造模成功 ３ ｄ 后ꎬ对照组和干预组损伤区
域内的 ＴＴＰ 阳性细胞数量较组内造模 １ ｄ 后有所增
多ꎬ于造模成功 ７ ｄ 后迅速减少ꎬ造模成功 ７ ｄ 后ꎬ干预
组大鼠损伤区域内的 ＴＴＰ 阳性细胞数量显著高于对
照组ꎬ差异有统计学差异(Ｐ<０.０１)ꎬ详见表 ３ꎮ

图 １　 ３ 组大鼠脊髓组织 ＩＬ￣６、ＩＬ￣６Ｒ、ＴＮＦ￣α、ＮＬＲＰ３ 表达

表 ３　 对照组和观察组损伤区域 ｐ￣ＭＫ２ 和 ＴＴＰ 阳性细胞

在不同时间点的表达情况(ｘ－±ｓ)

组别 只数 ｐ￣ＭＫ２ ＴＴＰ

对照组

　 造模成功 １ ｄ 后 ３ ３０.４２±７.４８ ２８.５７±９.２７
　 造模成功 ３ ｄ 后 ７ ４１.１７±６.３５ ３５.８５±１０.８３
　 造模成功 ７ ｄ 后 ７ ５８.４５±１１.６４ ２５.８５±１３.４７
干预组

　 造模成功 １ ｄ 后 ３ ３３.５４±１３.４４ａ ２６.１５±８.５１
　 造模成功 ３ ｄ 后 ７ ３９.０８±１４.１６ａ ３８.５７±１２.２７
　 造模成功 ７ ｄ 后 ７ ４４.８１±１０.２３ａ ２９.０９±９.２７ａ

　 　 注:与对照组同时间点比较ꎬａＰ<０.０５

四、３ 组大鼠造模成功 ７ ｄ 后损伤区域 ＭＡＰＫ 通
路核心蛋白 ＭＫ２、ｐ￣ＭＫ２、ＴＴＰ 蛋白的表达情况

造模成功 ７ ｄ 后ꎬ对照组和干预组大鼠损伤区域
ＭＡＰＫ 通路核心蛋白 ＭＫ２、ｐ￣ＭＫ２、ＴＴＰ 蛋白均显著高
于假手术组ꎬ差异均有统计学意义(Ｐ<０.０５)ꎮ 造模成
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功 ７ ｄ 后ꎬ干预组大鼠损伤区域 ＭＡＰＫ 通路核心蛋白
ＭＫ２、ｐ￣ＭＫ２、ＴＴＰ 蛋白与对照组比较ꎬ差异均有统计
学意义(Ｐ<０.０５)ꎬ详见表 ４ 和图 ２ꎮ

表 ４　 ３ 组大鼠造模成功 ７ ｄ 后损伤区域 ＭＡＰＫ 通路核心蛋白

ＭＫ２、ｐ￣ＭＫ２、ＴＴＰ 蛋白的表达情况(ｘ－±ｓ)

组别 只数 ＭＫ２ ｐ￣ＭＫ２ ＴＴＰ

假手术组 ３ １.０１±０.００ １.０１±０.００ １.０１±０.００
对照组 ７ ２.４８±０.２９ａ ２.７４±０.３５ａ １.３６±０.１８ａ

干预组 ７ １.８２５±０.２０ａｂ １.８９±０.２３ａｂ ２.１５±０.１７ａｂ

　 　 注:与假手术组比较ꎬａＰ<０.０５ꎻ与对照组比较ꎬｂＰ<０.０５

　 　 图 ２　 ３ 组大鼠造模成功 ７ ｄ 后脊髓组织 ＭＫ２、ｐ￣ＭＫ２、ＴＴＰ 的

表达情况

讨　 　 论

本研究结果显示ꎬＳＣＩ 大鼠经无热量、小剂量 ＵＳＷ
干预后ꎬ其 １４ ｄ ＢＢＢ 运动功能评分显著改善ꎬ且显著
优于未经 ＵＳＷ 治疗的对照组ꎬ这与本课题组前期的研
究结论相似[１１]ꎮ 该结果提示ꎬＵＳＷ 治疗可促进 ＳＣＩ
大鼠运动功能的恢复ꎮ

ＩＬ￣１β、ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣６ 等炎症因子由 ＳＣＩ 区域内巨噬
细胞 /小胶质细胞分泌ꎬ这些释放的因子会作用于损伤
区域存活的神经元、星形胶质细胞与少突胶质细胞ꎬ影
响这些细胞正常发挥生物活性[３]ꎮ ＳＣＩ 后ꎬ炎症小体
ＮｌｒＰ３ 作为 ＮＦ￣κＢ、ＭＡＰＫ 炎症信号的转录产物ꎬ可促
进细胞因子前体 ｐｒｏ￣ＩＬ￣１β 和 ｐｒｏ￣ＩＬ￣１８ 的成熟和分
泌ꎬ诱发坏死、凋亡、焦亡等表型加剧损伤区域内炎症
微环境的改变[１２]ꎮ 本课题组前期的研究发现ꎬＵＳＷ
治疗可通过抑制损伤区域内小胶质细胞数量和促炎性
极化[１１]ꎬ从而减少 ＩＬ￣１β 等炎症因子的释放ꎬ调节
ＮＦ￣κＢ炎症通路[２、１１]ꎮ 本研究结果发现ꎬＵＳＷ 治疗可
以抑制损伤区域内 ＴＮＦ￣α、ＩＬ￣６ 等炎症因子、调节炎症
小体 ＮｌｒＰ３ 的释放ꎬ改善炎症微环境ꎬ促进运动功能
恢复ꎮ

ＭＡＰＫ 是信号从细胞表面传导到细胞核内部的重
要传递者ꎬＭＡＰＫ 激酶激酶(ＭＡＰ ｋｉｎａｓｅ ｋｉｎａｓｅ ｋｉｎａｓｅꎬ
ＭＫＫＫ)、 ＭＡＰＫ 激酶 ( ＭＡＰ ｋｉｎａｓｅ ｋｉｎａｓｅꎬ ＭＫＫ) 和
ＭＡＰＫ 可依次激活[１３￣１４]ꎬ共同调节细胞的生长和炎症
反应ꎬ通过依次磷酸化会将上游信号传递至下游应答

分子[１５]ꎮ ＭＡＰＫ 参与 ＳＣＩ 后炎症反应和凋亡等多种
病理类型ꎬ可以抑制 ＭＡＰＫ 在损伤区域的表达ꎬ改善
损伤区域内炎症微环境[１５]ꎬ从而改善运动功能[１６]ꎮ
本研究发现ꎬＳＣＩ 挫压伤模型大鼠造模成功后ꎬ损伤区
域内的 ＭＫ２ 及其磷酸化分子 ｐ￣ＭＫ２ 的阳性细胞数量
增多ꎬＭＫ２ 抑制因子 ＴＴＰ 在损伤 １ ｄ 后出现更多的表
达ꎬ于造模成功 ３ ｄ 后达到峰值ꎬ随后开始下降ꎮ 因此
在 ＳＣＩ 早期ꎬ抑制 ＭＡＰＫ 炎症通路激活是改善 ＳＣＩ 后
炎症的策略之一ꎮ

本次研究结果还发现ꎬＵＳＷ 治疗可以抑制 ＳＣＩ 区
域内细胞ＭＡＰＫ 通路转录因子ＭＫ２ 磷酸化ꎬ从而减少
炎症因子的释放ꎮ 同时ꎬＵＳＷ 治疗还可提高损伤区域
内 ＭＫ２ 蛋白激活抑制因子 ＴＴＰ 表达、改善炎症微环
境ꎬ降低 ＭＡＰＫ 通路激活诱导的炎症和神经元凋亡ꎬ
从而缩小损伤区域面积ꎮ

综上所述ꎬ ＵＳＷ 可通过调节损伤区域内细胞
ＭＡＰＫ 通路的激活来抑制损伤区域内炎症因子的释
放ꎬ在 ＳＣＩ 急性期可发挥神经保护作用ꎮ 本课题组将
在后续研究中继续探索 ＵＳＷ 对 ＭＡＰＫ 通路抑制作用
的更深层的机制ꎬ以期为临床研究提供更多的参考ꎮ
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